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論 文 内 容 要 旨
「泡 は ビー ルの花 」、 「泡の無 い ビール は ビール にあ らず」 とまで言われ る
よ うに、泡 は ビール を特徴 づ け る不可 欠な品質 で あ り、数 ある酒 類の 中で も持
続 性 の泡 を持 つ ものは、ビール 以外 に見 当た らない。 しか も この泡 は、ビール
に爽 快 さや 香味 の ま とま りを もた らす 炭酸 ガス を逃 さな いよ うに グラス 中の
ビール に蓋 をす る役 割 も果 た してい るか ら、ビー ル を美味 しく飲 む為 に も欠か
す ことが で きない。
ビー ル の醸造工 程 中、泡持 ちに殆 どの工程 の寄 与が経験 的 に推定 され て いる
(Fig.D。 また、 泡 の安定化 には醸造 工程 中に変化 す る多数の プラス要 因 ・マ
イナ ス要 因が 関係 し(Table1)、 特 に重要 なの は蛋 白質 で ある ことが幾 多の研
究 か ら推 定 され て いる。
従 来 ビール醸 造 での蛋 白関連 成分 の分析 法 は、蛋 白の分 子量 、あ るいは電 気
的性 質 に基 づいた もの しか な く、種 々の蛋 白を総 花的 に捉 えて きた。これ らの
手 法で は、ビー ル 中の蛋 白成分 の うち、著 しい泡沫 安定効 果 を持 つ一群 の蛋 白
種 す なわ ち泡 蛋 白のみ を定量 す る ことが困難 で あ った。そ こで新た に、医薬品
開発 等の 分 野 を中心 に汎 用化 され つ つ ある免 疫 学 的手法 の応 用 を試み る こと
に よって、新規 泡蛋 白定量法 を確立 しよ うと考 えた。なぜ な ら、免疫学 的手法
は、厳 密 な蛋 白の構造 を認 識す る抗原抗体 反応 にそ の基礎 をおいて いるため、
泡蛋 白の よ うな特 異的蛋 白の分析 法 と して最 適 と考 えたか らであ る。
本 研究 で は、この分析法 開発 を含む下記3項 目につ いて研究 を進 め、高 品質
の泡 持 ち を実現 す る為 に、最適 な醸造条 件の提 案 を行 った。
D泡 蛋 白の特性把握 と分析法開発
2)醸 造工程中泡蛋 白の挙動に影響 を及ぼす因子の解明
3)モ ノク ローナル抗体の作製と醸造工程への応用
第一章 分析法開発と泡蛋白の特性把握
.第一 訪'泡 蛋 膚撰1出法 の燗 発
D泡 蛋 白の抽出 ・精 製
新規 測 定法 に用 いる泡蛋 白抗 原 と して は ビー ルか ら、有機 溶媒抽 出 の後、各
種力弘 クロマトグラフィーの組み 合わせ によ り、起 泡力の強 さをインデ ックスと して精製 を行
い泡 蛋 白画分 を得た(Fig.2)。
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2)検 出法 の開発
次 に 、 これ らの 泡 蛋 白画 分 を免 疫 原 と し家 兎 に 免 疫 し、粗 抗 体 画 分 を 得 た 。
この うち 、 最 も 力価 の 高 い抗 体 を選 択 し、 酵 素 免 疫 測 定 法(EUSA)の 構 築 を行
った 。今 回 採 用 した 測 定 法 の概 要 を略 記 す る 。始 め に96穴 マイクロプ レートに 、抗 原
濃 度 約1×103mg/し か ら、8段 階 若 し くは12段 階 に 連 続 的 に 希 釈 系 列 を作 る 。
この 希 釈 液 と して は 、0.2%牛 血 清 アルブ ミン(BSAと 略)入 りPBS(一)緩 衝 液 を用 い る 。
37℃ で1時 間 インキュへ㌧ トし、0.01%Tween20入 りPBS(一)緩 衝 液 で 各wellを 洗 浄 し
た 後 、1%BSA/PBS(一)緩 衝 液 に て 、 プ ロッキンゲ を 行 い 、37℃ で30分 間 インキュへ㌧ トす
る。 インキュへ㌧ ト終 了 後 洗 浄 し、 均 一 濃 度 に 希 釈 した 泡 抗 体 を37。Cで1時 間 反 応
させ る 。 洗 浄 の 後 、 この 泡 抗 体 のFc部 分 を認 識 す る ビ粁 ニル化 され た 第 二 抗 体
を37。Cで1時 間 反 応 させ る。洗 浄 の 後 、ストレフ.トアビ シ◆ニルーアルカリフォスファターセ"を37。C
で30分 間 反 応 させ 、 ビ才チンーストレプ トアビ ジ ン複 合 体 を 作 成 す る 。 最 後 に、 アルカリフォ
スファターゼ の 基 質 と して 、P一ニトロフェニルリン酸(PNPPと 略)を37℃ で10分 間 反 応 させ 、
3M苛 性 ソーダ 水 溶 液 に て 反 応 を停 止 させ る 。 そ の 後 プ レートリーダ に て 各wellの
405nmの 吸 光 度 を測 定 す る。
別 途 作 成 した 泡 蛋 白 抗 原 検 量 線 中 の 吸光 度 と比 較 し、得 られ た 各サンプ ルの シゲ
モイド曲 線 で の 中 央 値 の 吸 光 度 か ら希 釈 倍 率 を考 慮 し、泡 蛋 白濃 度 を換 算 す る。
Fig.3に 泡 蛋 白抗 原 を用 い た検 量 線 を 示 した 。Table2にEUSAの 精 度 、 特 性
を要 約 した。検 出 限 界 と 定 量 限 界 の 算 出 は 米 国 醸 造 化 学 者 会 議(ASBC)が 定 め た
測 定 法 に従 った 。
3)従 来法 との比較 によるEUSAの 評 価
本新規 法 の有用性評価 は従来 法 との比較 によ って行 った。製品 の泡持 ち を測
定す る方法 と して、SHV法 を用 いた 。 この結 果、テストした何 れの従 来法(ケルタ㌧
ル法、クマシープ リリアントプルーによる染色法)よ りも本法 の方が泡持 ち と高 い相関 を示
し(Table3)、 本 法の適用 によ って、 製品 ビー ルの 泡持 ちの評 価 を精 度良 く評
価 で き る ことが明 らか にな った。
.第=飯 泡蛋 臼 の物理 ¢」労〕的舟Fl墜
第 一節 で得 られ た泡蛋 白画分の 内、最 も活性 が高 く多量に得 られ た画分 につ
いて物 理 化学 的特性 を電 気泳 動法 に て測 定 した。 そ の結 果 、分 子量 は41000
を中心 に、等電 点は、4.2-4.4と4.5-4.7の 二箇 所 に分布 して いた。泡蛋 白画
分 で ある50%エ タノール沈殿 画分 のア ミノ酸 分析か らは 、元 ビール や、30%及 び70%
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エタノール沈 殿 画 分 と 比 較 し て 塩 基 性 ア ミ ノ 酸(Lys,Arg,His)/疎 水 性 ア ミ ノ 酸
(Ala,Val,Met,lIe,Leu,Phe)の 含 有 量 が 高 い 結 果 と な っ た 。
第二章 ビール製造 プロセス中の泡蛋 白挙動
D製 麦工程
初 め に、ビー ルの主原 料 となる大麦 か ら麦 芽 を製造 す る工程(製 麦工 程)中 の
泡 蛋 白の挙動 を調べ た(Fig.4)。 その結果 浸麦 開始か ら、 泡蛋 白の減 少が始 ま
り、発 芽工 程 の終 了 まで減 少が 認 め られ た。 最 終的 に泡 蛋 白量 は大 麦 中 の約
20～30%の 含量 に低下 した。 また 、、発芽 が進 むに従 って、泡蛋 白の種 類が増 加
す る こ とが新 たに判明 し、蛋 白分 解酵素 等の働 きによ って、元の泡 蛋 白が分解
され て い る ことが示唆 された。
2)仕 込 ・発 酵 ・貯 酒 ・濾 過 工 程
ビー ル工場 に於 いて、製造 工程 順 に前章 で構 築 したELISA法 を基 に泡蛋 白の
挙 動把 握 を行 った 。 その結 果 をFig.5に 示す。 尚、図中の泡蛋 白濃度 は原 麦
汁エキス(0-Ex)12w/w%換 算値 と した。
仕 込工 程 で は泡蛋 白の変化 を直前 の工 程 に お ける値 との 変化率 で比較 す る
と、澱粉 の糖 化 を行 う工程(糖 化 工程)中 に約20%の 増加 が、麦 汁濾過 中に約20%、
煮沸 中 に約40%の 減少 が確 認 され た。
発 酵工程 で は、発酵開始 ～酵 母増 殖最大 時の間 で、約50%の 減 少が 見 られ 、
これ 以降発 酵終 了時 まで殆 ど増 減が 見 られ なか った。
貯 酒～濾 過工程 で は、ビー ルの 混濁安 定性 を保証 す る為 に加 えるタ ンニ ン酸
添加 後 に約40%の 減少 が見 られ これ 以降貯 酒 中には変化が見 られ なか った。 ビ
ール 濾過 中 に約20%の 減少が見 られ
、最終 的 な ビール 中の泡蛋 白濃 度 は、最高
値 を示 した糖 化工程終 了時 の濃度 の約10%で あ った。
仕 込工 程 での糖化 中の泡 蛋 白の増加 は、高温(60。C以 上)で の麦 芽か らの溶 出
との高分 子蛋 白(分 子 量100KDa以 上)のproteaseに よる分 解 に由来す る と考 え
る。 麦汁 煮沸 中 の泡蛋 白の減少 は、主 に、 ホ ップめ添加 によ るisO一 α酸 との
結 合 によ る不 溶化、ホップ 由来ポ リフェノールとの結合 、或 いは蛋 白自身の熱変 性 によ
る系外 除去 が考 え られた。発酵 工程 中の発酵 開始か ら酵 母増殖最 大時 での減 少
は、酵 母 増殖 に伴 う蛋 白の細胞 表 面ぺ の吸着 に伴 う除去、或 いは、等電 点 付近
のpH変 化 に伴 う蛋 白の 荷 電状 態変 化に よる不溶化促進 がその理 由 と考 えた。
ま た 同 時 に 、 醸 造 工 程 中 のケルダ ール法 に よ る総 窒素 量 の 推 移 を 測 定 した
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(Fig.6)bそ の結 果、 泡蛋 白の挙動 は、総窒素 量 の挙動 と大 き く異 な る こ とが
初め て明 らか にな った。
第三章 泡蛋白の挙動に影響を及ぼす因子の解明
前章 の挙動解 析 に ようて、泡蛋 白の増 減が 見 られ た工程 の絞 り込 み、寄与 に
関与 す る因子 を想 定 した。 これ らの因子 につ いて、 当社パイロットプ ラントを中心 に
検証 実験 を行 った。 その結 果、想 定因子の うち、Table4に 示す因子 が泡 蛋 白
の挙 動 に影響 を与 えて い るこ とを明 らか にす る ことが で きた。以下、ビー ルの
原料 ・製造 工程別 に結果 を述べ る。
D大 麦
ビー ル醸造 にて使用 す る大麦中の泡 蛋 白を測 定 した。その結 果、泡蛋 白含量
は産地(Fig.7)或 は品種(Fig.8)に よ って大 き く異 な るこ とが明 らか にな った。
この結 果か ら、大 麦 中の泡蛋 白量 は、形態 的な影響 と土壌 の影響 を併せ て受 け
て いる こ とが 推察 され た。
2)麦 芽
麦芽 中の泡蛋 白を測 定 し、 各産地(Fig.9)と 品種 毎(Fig.10)の 平均 を比較 し
た。その結 果、大麦 での傾向 と同 じく各産地 や品種毎 にか な りのば らつ きが認
め られ た。
3)仕 込 工程
糖 化工程 では、蛋 白分解温 度 ・糖 化温度 ・pH・麦 汁濃度 ・糖化方法 が、泡蛋 白の
挙動 に影響 を与 える ことが 明 らか にな った。この 中で、糖 化温度が最 も強 く影
響 を及 ぼ した。即 ち、70。C以 上 のステージ を とる こ とに よって泡蛋 白が顕 著 に増
加 した(Fig.11)。 この原 因 と して、 麦芽の糊化 温度 が75℃ 付近に あ る ことか
ら、この辺 りの温度 で麦芽 中の細 胞壁の構造 がルー ズにな り、も ろみ 中へ の蛋
白成 分 の溶解度 が上昇 して いる可 能性 が考 え られ た。
麦汁 煮沸 工程 で は、 ホ ップ添加 ・pHが 影響 を与 え る ことが 明 らか にな った
(Fig.12)。 この結果 か ら、煮沸 中泡蛋 白が熱負荷 に よる変性効 果 と、ホ ップや
麦汁 中 に含 まれ る負 に荷 電 した 成分 で あるホoリフェノールや苦味 成分 と重合 す る こ
とで溶 解度 が低下 し、系外 に析 出 した と考 える。
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4)発 酵工程
醸造 ユニ程 中 の泡蛋 白挙動 の解析 か ら、発酵 工程 、特 に発 酵開始 ～酵母増 殖最
大時 まで の減 少が顕著 で ある ことが 明 らか とな った。この理 由 と して、酵母増
殖 に伴 う蛋 白の細胞表 面への吸着 に伴 う除去、 或 いは、等 電 点付 近のpH変 化
に伴 う蛋 白の荷 電状態 変化 によ る不溶 化促進 が考 え られ た。そ こで、これ らの
因子 に影響 を及 ぼすi)発 酵温度ii)初 発酵 母数iiD初 発 溶存 酸素量iv)麦 芽比
率 を変化 させ 、 これ らの仮説 の検証 を試み た。検 証実験 は、 当社パ イロットフ.ラント
にて、120L発 酵 タ ンク を用 いて行 った。iv)以 外 の項 目で は共通 した条件 にて
麦汁 を製造 した。i)か らiv)の 具 体的 な実 験水 準 をTable5に 、実験 結果 を
Table6に 示 した。
その結 果、総泡 蛋 白減 少量 と総酵 母細胞 表面積 増加 量 との相関 が見 られ なか
った(Fig.13)こ とか ら、従 来か ら経験 的に考 え られ てきだ 「激 しい発酵 は、 ビ
ー ルの 泡持 ち に悪影響 を与 える」とい うこ とが単 純 に成 り立 た ない ことが 示唆
され た。
何 れ の水準 に於 いてもpH変 化が4.7→4.5間 の泡 蛋 白減 少量が最 大 とな り、
泡 蛋 白の等電 点通 過 によ って電荷 を失 い、系外 に除 去 され た可能 性が示唆 され、
発 酵 中のpH変 化が泡 蛋 白の挙動 に影響 を与 え る因子 であ る ことが判 った。更
に、 これ ら水 準 間の減 少量の順 位は このpH領 域 の酵母細 胞 の表面積 の増 加順
とほぼ一致 して いる ことと、 等電 点(pH4.5-4.8)付 近での 泡蛋 白減 少量 と酵母
細胞 表面積 増加 量 との間 に相 関が確認 され た こ と(Fig.14)よ り、この領域 で増
殖 して くる酵母 の娘細 胞表面 に、泡 蛋 白が 吸着 され て除去 され る状況 が考 え ら
れ た。
換言 すれ ば、 泡蛋 白量増加 策 と しては この辺 りのpH変 化 時か ら酵母 増殖 の
タ イ ミング を如何 にず らす ことが で きるか がホoイントにな る と考 え る。
最 後 に これ らの実験 パラメータを独立 変数 と仮 定 して、それ ぞれの相 関式 を基 に、
泡蛋 白残 存率 の予 測式 を立 式す る と下記 の よ うに な った。
(泡 蛋 白 残 存 率)=一1.06×(発 酵 温 度)+0.3×(初 発 酵 母 濃 度)一 〇,3×(初 発 溶 存
酸 素 量)+32.7
尚、各項 の単 位 と有効範 囲は 以下の通 りとす る。
泡 蛋 白残存 率 ・
発 酵温 度 ・





5)貯 酒/濾 過 工程
今節 で は、本研究 と並行 して開 発 した ビー ル 中の混濁 原因蛋 白(Haze蛋 白)
に対 す る抗体(Haze抗 体)を 併用 し、混濁蛋 白除 去の特異 性が高 い安定 化剤 の
選択 をELISA法 の適 用 によ って試み た。
その結果 、安定化剤 に よ って混濁蛋 白 と泡蛋 白除去量 に差が確 認 され 、よ り
効 果的 な安 定化剤 を本法 の応 用 によ って選択 可 能 で ある ことが初 め て明 らか
とな った。更 に、ビール 安定化剤 の ひ とつで ある シ リカゲルに お ける各 蛋 白除
去 の選 択性 に表 面 の細 孔半径 が 顕著 に影響 を及 ぼす ことを初め て明 らか にす
ることがで きた(Fig.15)。
6)製 品
製 品保管 中の泡 蛋 白減 少の主原 因成分 と して、ビール 中に存在 す る代表 的な
蛋白分 解酵素 で あ るProteinaseA(PrA)に 焦 点を絞 り、検証 実験 を行 った。 そ
の結 果、PrAの 添加 によ って泡 蛋 白量 は経時 的 に減 少 し、且 つ熱処 理 によ って
この傾向 が見 られ な くな るこ とか ら(Fig.16)、 ビール 中のProAが 直接 泡蛋 白
分解 に働 き、泡持 ち低下 を惹起 して いる ことが 明 らかに な った。
第四章 モノクローナル抗体の作製 と製造工程への応用
前章 までの結 果か ら、ELISAの 応 用 によ って ビー ルの泡持 ち を高 い精 度 で予
測で き る ことが明 らか にな った6そ こで、今章 で は、更な る精 度向上 と均一な




泡蛋 白抗原 と して は ビー ルか ら、有機溶 媒抽 出の後、各種カラム夘マトゲラフィーの
組み合 わせ に よ り、起泡 力の強 さをインデ ックスと して精製 を行 い泡蛋 白画分 を得
た(Fig.17)。
2)モ ノク ローナ ル抗体 の作製
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定法 に従 って、得 られ た泡 蛋 白粗画分 をマ ウス に免疫 し、抗体 価が上 が って
いる こ とを確 認後脾臓 を摘 出 した。 脾細胞 か ら白血 球画 分 を分取 後ミエローマ細胞
と融 合 し、 ヒホoキサンチンーアミノブ刊 ンーチミシ"ン培地 にて融 合株 を選 択 し、 抗原 に対 す る
反応 の強 度 を指標 にスクリーニンゲ を実 施 した。 その後選 られ た株 をマウス腹腔 内に投
与 し増殖 が確 認 できた株 を最 終有望株 と した。 この株 は30種 得 られ た。
3)新 規検出法の開発
検 出 法 と して従 来 行 って 来 たELISAよ り感 度 或 は精 度 の 面 で 向 上 が 期 待 で
き るサンド ウィッチELISA法 を今 回 採 用 した 。 この 方 法 に つ い て 略 記 す る。 各 モノ知 一ナ
ル抗 体 を 約2μ9/mlの 濃 度 に な る よ うにPBS(in1%NaN3)に 溶 解 し、96穴 マイクロプ
レートに100μ1/welIず つ 分 注 す る。 そ の 後4℃ で 一 晩 冷 暗 所 に て 静 置 す る。 そ
の後 未 反 応 基 をプ 助 クす る為1%BSA(inPBS)を200μ1/wellず つ 分 注 す る。
37℃ ・1時 間 インキュへ"一卜後 抗 原 の 希 釈 列 を分 注 す る。インキュへ㌧ ト後 ビオチン化 した モノクロ
ーナル抗 体 を1 .5μ9/mIに な る よ うPBS(in1%NaN3)に 調 整 し分 注 す る 。37℃ ・2時
間 インキュへ㌧ ト後 ストレフ.トァビ ヅ ニルーアルカリフォスファターセ"を37。Cで30分 間 反 応 させ 、ビオチン
ーストレプ トアビ ジ ン複 合 体 を作 成 す る
。 最 後 に、 アルカリフォスファターゼ の基 質 と して 、p一 ニ
ト叩 エニルリン酸(PNPPと 略)を37。Cで10分 間 反 応 させ 、3M苛 性 ソーダ 水 溶 液 に て 反
応 を停 止 させ る 。そ の 後 フ.レートリーダ に て各wellの405nmの 吸 光 度 を測 定 す る 。
30種 の 株 か ら産 生 され た 抗 体 を 全 て ビオチン化 処 理 し、泡 持 ち 既 知 の ビー ル8
種 を 抗 原 にサンドウィッチEUSAを 実 施 した 。そ の結 果 、 全900通 りか ら泡 持 ち と相
関 の 高 か った 組 み 合 わ せ7組 を選 択 した 。これ らの 各 組 み 合 わ せ を用 い て 確 立
したサンド ウィッチEuSAの 精 度 をTable7に 示 した 。 ホ.リクローナル抗 体 を 用 い た 現 行
ELISAに 比 べ 、 サンドウィッチELISAの 適 用 に よ っ て 感 度 やSHV法 との 相 関 を更 に改
善 で き た 。
4)泡 蛋 白の性状把握
最 終 的 に選 択 した7組 に使 用 したモノ夘一ナル抗体14種 を担 体 と したアフィニティー
ゲルを作 製 し、 これ に粗 抗原 をアプライ後 吸着 画分 を回収 し、逆相HPLCに て純 度
を確認 後 、アミノ酸シークエンサーにて一次構 造解 析 を行 った。
そ の結 果、各組 み 合わせ が認識す る泡 蛋 白の うち、新規 な一次構 造 を有 す る
蛋 白質6種 と従来 か ら大麦 中 に存在 が確 認 され て いる蛋 白、ProteinZ4を 抗
原種 と して確 認す る ことが できた(τable8)。
種 々の ビー ル 中の泡 蛋 白 を両法 を併 用 して測 定 した ところ、各モノクローナル抗体
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が認 識 し・た泡 蛋白種の合計 がホ.リクロサル抗体が 認識 す る泡 蛋 白群 の平 均80%(最
大92%一 最低70%,n=10)の 量 とな り、ビール 中に存在 す る全 泡蛋 白種 の うち、上
記の7種 に よって初め てその大部分 を説 明す る ことが で きた。
第二訪 醗董工撰と麦芽評:何への広用
最終的に選択 した組み合わせ を利用 し、本新規法 を醸造工程 と麦芽評価に応
用 した。
D製 麦工程
製 麦工程 中の各泡 蛋 白の挙動 をFig.18に 示 した。 これ らの泡 蛋 白の挙動 は
大 き く2つ のパ ター ンに分 かれ、 一つ は、 浸麦 開始後増加 し、浸 麦開始48時
間後頃 よ り漸次減 少 した(Pair2,4)。 も.う一 つは、 浸麦開始 時 よ り単調 に減 少
し72時 間後 以降 ほぼ一 定値 とな った(Pair1、3、5)。 この差異 は、大麦 中 での各
泡蛋 白の存在部位 が異 な り、製 麦工程 中の蛋 白質分解酵素 に よ る分解 程度差 や
液 中へ の溶解度 差 によ って惹起 され た と考 える。
2)麦 芽
麦芽中 の各泡蛋 白量 を産地 別(Fig.19)と 、品種 別(Fig.20)に 示 した。その結
果、各 泡蛋 白のパ ター ンは品種毎 に異 な った。また 、産地間 の比較 で も この パ
ター ンは異 な っていた。 一方 同 じ地域 では同様の パター ンを示 した。
3)仕 込 ・発 酵 ・貯 酒 ・濾 過 工 程
仕込 ・発 酵 ・貯 酒 ・濾過 工程 中の泡 蛋 白の挙動 をFig.21に ま とめて示 した。仕
込工程 で は、糖 化工程 中増 加がPair1-4の 蛋 白で確 認 され 、特 にPair1の 蛋 白
は約2倍 に増 加 した。 麦 汁煮沸工 程 では、総 ての 蛋 白が減 少 した。 発 酵工程 ・
貯酒 工程 では、Pair1以 外 の蛋 白は漸次減少す る傾 向が確 認 され た。濾過 工程
で はPair2以 外の 蛋 白の減 少が確認 された。この結果、ホ.リ如一ナル抗体 を基礎 と
したELlSA法 と比 べ、モノクローナル抗 体 を用 いたサンドウィッチELlSA法 の適用 に よ って、
よ り的確且 つ詳細 に醸造 工程 中の泡蛋 白の挙 動 を評価 で きる ことが 示 され た。
従 って、醸造工程 中 で各 工程毎 の泡蛋 白量 を制御 しよ うとする場合 、当該 工
程 で最 も変化 の大 きい泡蛋 白種 を捉 える ことが可能 な組み合 わせ を選 択 し、こ
れ らのモノ如一ナル抗体 を用 いたサンドウィッチEUSA法 を適 用す る ことに よ って、 よ り
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効 率 良 く実施 で きる と考 え る。
第五章 高泡持ちビールの試醸と評価
これ ま で得 られ た結 果 を受 け、Table9に 泡 蛋 白に対す る最 適醸造 条件 を考
察 し、 ま とめ て示 した。 この条件 を基 に高 泡持 ち ビール の試 醸 をパ 相 ットフ.ラント
にて行 った。
その結果 、 ビー ル に於 いて泡 蛋 白量 が1.5倍 の高 値 とな った。 またテストビー
ルの 泡持 ち もコントロールの約1.5倍 高 値 とな り、飛躍 的に泡持 ち を向上 させ る こと
が できた。 さ らに、本知見 の うち、最 も効果 的 と考 えた条 件 を選 択 し、ビール
工場 に導 入 した結果、従来値 の約2倍 に泡蛋 白量 ・泡持 ち共 に改善 す る ことが
で き、 ビー ル製 造工程 にお いて泡蛋 白を制御 す る技 術 を確立 した。
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総 括 ・
本 研究で 得 られ た成果 につ いて以下に要約 す る。
1)ビ ール 中に存在 す る蛋 白の うち、起 泡効果 に優 れた一 群 の蛋 白種 で ある、
泡蛋 白 を特異 的に定量 す る分析 法 を酵素 免疫 測定法(ELlSA)を 利用 して
確立 した。
2)ビ ー ルの製造 工程 中での泡 蛋 白の挙 動 を初 めて明 らか に し、挙動 に影響
を及ぼす因子 を解 明 した。
3)泡 蛋 白に対す るモ ノ ク ローナル抗 体 を作製 し、泡蛋 白の性状 を解明 した。
4)本 研究 の結 果、科 学的根 拠 に基 づ いて泡持 ちの良 い ビー ル を製造 す る こ
































Fig.1:ビ ールの泡持ちへの影響が示唆 されている工程 と物質
太い矢印がビール醸造工程の流れ を示す。
Table1:泡 持 ちへの関与が示唆 されている成分
プラス要因 マイナス要因
蛋 白質
ホップ 由来 苦 味 成 分
低 分子 ボ リフェノール
β一グ ル カ ン
へ。ントーサ争ン
窒 素
塩 基 性 ア ミ ノ酸
脂 肪 酸
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Fig.3:ELISAに ホる 泡 蛋 白検 量 線...
















































































且:MIく粉砕終了時,2:Mr粉 砕終了時,3:合併時,4:糖化終了時5:一 番麦汁,6;煮沸開始直前,71煮沸終了時,8:冷麦汁,9:酵母増殖 最大 時,10:エキ



















ス資化終 了時,11:発酵槽冷却終了時,12:タンニン酸添加後,131貯酒7日 後,14:貯酒終了時(貯酒開始から17日 後),15濾過後ビール
Fig.6:醸 造工程中の総窒素量挙動
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Table4:泡 蛋 白挙動 に関与す る工程 ・因子 のま とめ
工程 注 目すべ きポイント 影響を及ぼす 因子
原料(麦芽) 品種 ・産 地 ・ロ ツ ト
仕込工程 糖化工程 温度 ・pH膿 度 ・仕 込ハ。ターン




















































































































































図 中の横線は右に示 した度数 を表す。

















































































































































30分 後60分 後90分 後
*下 線水準がコントロール
Fig.12煮 沸 中の泡 蛋 白の変 化
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Table5:発 酵工 程 で のシミュレーション実験 水 準
シミュレーンヨン 1'234
実 験1発 酵 温 度(℃)
実 験2初 発 酵 母 数(×106ce11slm1)
実 験3初 発 溶 存 酸 素 量(mg1L)














Table6:発 酵工 程 にお け るシミュレーション実験 結 果 要約
!)温 度による影響

















































泡 蛋 白(mg1L)泡 持 ち(cm2)




















































泡 蛋 白(mg1L)泡 持 ち(cm2)





















































































































































Fig.16:ProteinaseAに よ る 影 響
ビール に25ng11皿 のp【DteinaseAを 添 加 後30℃ にて保 管 。










Fig.17:モ ノクローナル抗 体 作 製 の た め の 免 疫 原 の 調 整 ス← ム
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*Correlationcoefficientvaluebetweenthecontentoffbam
protein&foamadhesion(SHVvalue)inbeer.{N=8)





































































浸 麦 工 程 開 始 か ら の経 過 時 間(hr)
浸 麦 工 程 発 芽 工 程












Fig.19産 地 別 麦 芽 中 の 泡 蛋 白量 比 較
ロ ボ リク・一ナ・抗 体 を用 い 縦 来 法 團 ρ・k1團P・i・2團P・k3囮P滋 ・4目P・i・5
















































Fig.20品 種 別 麦 芽 中 の 泡 蛋 白 量 比 較
ロ ホ。リクローナル抗 体 を用 い た 従 来 法 幽pair1園Pah2團Pair3國Pair4目Pair5














































S M SW BF
サンフ0リンクΦホ。イント
L FB
仕込工程.発 酵工程 貯酒工程 濾過工程
Fig.21:醸 造 工 程 中 の 泡 蛋 白 挙 動 の把 握
一 → … 従 来 法(ボ1〃 ローナル抗 体 使 用)で 測 定卿唱 一 ・Pair1
,一rL-Pa廿2,一 ← 一Pair3,+Pair4,
… ◇・一Pair5(Pair1二5は モ〃 ローナル抗 体 に よる 改 良ELISA)
S;糖化開始、M;糖 化終了、SW;麦 汁煮沸開始時、B;麦 汁煮沸終了時、F;発酵終了時、L;貯酒終了時、
FBi濾過後ピール
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で きる だ け 短 い 方 が よ い









論 文 審i査 結 果 要 旨
ビールの泡はビール を特微づける不可欠な品種であり,香 味を与え,爽 快さをもたらす炭酸ガスの





まず,泡 の形成と保持に密接な関係にある蛋白(泡 蛋 白)を 精製 し,分 子量41KDaで 等電点4.2～
4.7に 分布する蛋白を特定 した。これを基に酵素免疫測定法(ELISA)を 構築 し,原 料大麦,麦 芽中の
泡蛋白含量の産地や品種間の差異を明らかにした。 さらに醸造工程中の挙動の把握に適用 し,泡 蛋白
の増加および減少の要因を明らかに した。特に,泡 蛋白カミ等電点付近で溶解度が減少 して沈澱 し,溶
液から失われてい く事実を明らかにして,工 程中のpHを 制御することの重要性を指摘した。
このようにしてELISA法 の有用性が実証されたが,そ の精度をさらに向上 させるべ く,泡 蛋白の一
層の精製を行い,こ れを抗原に用いて30株 のモノクローチル抗体を作製 した。得 られたモノクローナ
ル抗体を組み合わせて用いるサン ドウィッチ法を構築 した。一部の抗体については抗原の一次構造も
決定した。モノクローナル抗体の組み合わせを検討 して,実 用性に優れた5組 の組み合わせを決定す
ることができた。 この方法を用いて醸造工程中の泡蛋白の挙動把握 と麦芽の評価を行い,ビ ールの泡
持ちを精度良く制御できる可能性を示 した。
得られたデータに基づいて各種シ ミュレーション実験を行い,泡 持ちに最適な醸造条件を設定 し,
ビールを醸造 したところ,泡 蛋白が通常 ビールの1,6倍,ビ ールの泡持ちも1.5倍 に向上 し,品 質の向
上に大きく貢献できることを実証 した。
以上のように,従 来は実態の不明であった ビールの泡蛋白を解明し,こ れを抗原として得たモノク
ローナル抗体を組み合わせて特異性,簡 便性 ,精 度に優れた泡蛋白測定法を確立 し,工 程管理や品質
向上に貢献した。本研究は,ビ ールの品質 ・工程管理に免疫抗体法を適用 して成功した先駆的な研究
である。本研究の成果はビール醸造のみならず,多 くの食品の品質 ・工程管理に貢献するところ大で
ある。 よって審査員一同は本論文の著者が博士(農 学)の 学位を授与されるのに値す るものと鞠定 し
た 。
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